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Precedes de production de lymphocytes yST 



La pr6sente demande conceme des m6thodes pour la production de ceUules 
lymphocytaires, ainsi que les outils, r6actife et kits utiUsables pour leur mise en 

5 oeuvre. EUe conceme plus particulidrement des m6thodes de preparation de 
lymphocytes yST, adapt6es a une production industrielle de cellules 
fonctionnelles de qualite pharmaceutique et en quantites importantes. EUe 
conceme 6galement des ni6thodes d'activation des cellules yST, des dispositife 
adapts h ces m6thodes, ainsi que les compositions ceUulaires obtenues et leurs 

10 utilisations. La pr6sente demande est applicable h la production de lymphocytes 
yST humains ou animaux, et peut 8tre utiUs6e dans les domaines 
pharmaceutiques, 1h6rapeutiques, exp6rimentaux, cosm6tiques, de recherche 
industrielle, etc. 

15 Les lymphocytes y6T repr6sentent habituellement de 1 ^ 5 % des lymphocytes du 
sang p6ripherique, chez un individu sain (humains, singes), lis sent impliqu6s 
dans le d^veloppement d'une r6ponse immune protectrice, et il a 6te demoiitr6 
qu'ils reconnaissent leiire Ugands antig6niques par une interaction directe avec 
I'antig^e, sans presentation par les molecules du CMH d'une cellule 

20 pr6sentatrice. Les lymphocytes Ty952 (parfois aussi d6signes lymphocytes 
Ty252) sont des lymphocytes y5T porteurs de r6cepteurs TCR a regions variables 
Vy9 et V62. Us repr^sentent la majority des lymphocytes Ty5 dans le sang 
humain. Lorsqu'ils sont actives, les lymphocytes y5T exercent une puissante 
activite cytotoxique non restreinte par le CMH, particulierement efficace pour 

25 tuer divers types de cellules, notamment des cellules pathog^nes. 11 peut s'agir de 
cellules infectees par des virus (Poccia et al, J. Leukocyte Biology, 62, 1997, p. 
1-5) ou par d'autres parasites intracellulaires, tels que les mycobacteries 
(Constant et al. Infection and Immunity, vol. 63, n" 12, Dec. 1995, p. 4628-4633) 
ou les protozoaires (Behr et al. Infection and Immunity, Vol. 64, n** 8, 1996, p. 
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2892-2896). II peut aussi s'agir de cellxiles cancereuses (Poccia et al, J. 
IimnunoL, 159, p. 6009-6015 ; Foumie et Bonneville, Res. Immunol., 66* 
FORUM IN IMMUNOLOGY, 147, p. 338-347). La possibiUte de moduler in 
vitro, ex vivo ou in vivo ractivit6 de ces celliiles fbumirait done de nouvelles 
5 approches therapeutiques efficaces dans le traitement de pathologies varices 
telles que les maladies infectieuses (notamment virales ou parasitaires), les 
cancers, les allergies, voire les maladies auto-immunes et/ou inflammatoires. 

Differentes m^thodes ont 6te envisag6es dans Tart ant6rieur pour la production 
10 ex vivo ou in vitro de ces cellules. Ainsi, la demaxide AV099/46365 propose un 
procede comprenant une premiere culture de cellules hemato-lymphoides en 
presence d'iaterleukine-12 et d'lm ligand du CD2, suivie d'lme deuxieme culture 
en presence d'un compose mitogdne des cellules T et d'interlexildne-2. Ce 
proc6d6 est complexe, requiert plusieurs Stapes de traitement des cellules et 
15 plusieurs voies m6taboliques deactivation. En outre, il ne foximit pas des 
compositions cellulaires suffisamment enrichies en celliiles y5T. 

Les demandes WOOO/12516 et WOOO/12519 decrivent des composes chimiques 
capables d'activer les cellules yST. Ces demandes proposent Tutilisation de ces 
20 composes pour activer une r6ponse immunitaire in vivo, et prevoient en outre 
d'utiliser ces composes dans des m6thodes d' activation ex vivo ou in vitro des 
cellules yST. Toutefois, ces demandes ne decrivent pas de procede industriel 
permettant de g6n6rer des populations cellulaires compos^es essentiellement de 
cellules yST. 

25 

Pour envisager Tutilisation de cellules yST k usage de therapie cellulaire, il est 
necessaire de disposer d'un procede de culture et de conditionnement des cellules 
permettant d'obtenir un grand nombre de cellules de purete elev6e en cellules 
yST. Les exemples d'injections de cellules LAK ou clones T montrent que 
30 I'efficacitd de ces traitements n'apparait que quand des quaatit6s importantes de 
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cellules sont injectees (bordignon 1999, haematologica. 84:1110-1149 pour 
revue). Typiquement et d'apres ces exemples, on doit disposer d'une methode 
permettant d'obtenir de panidre reproductible et dans des conditions accept6es 
par la pliannacop6e au moins 100 millions de cellules de puret6 sup&ieure a 
5 80%. 

La pr6sente demande d^crit k present un nouveau precede de production de 
cellules y6T. Le proc6d6 est adapt6 k une production industrielle de quantit^s 
importantes de ceUules, permet la production de lymphocytes yST fonctionnels et 
10 de qualite pharmaceutique. proc6d6 pent 6tre mis en (Buvre directement sur 
des cytaph6rdses, k partir de quantites importantes et heterogenes de cellules, et 
permet une stibmulatioii et une expansion tres importantes en cellules yST, 

conduisant k des compositions pouvant comprendre plus de 90% de cellules yST. 

En outre, le proc6d6 de I'inventibn est simjilifi^ puisqu'il ne nteessite qu*une 
15 6tape ou qu'une voie d' activation m6tabolique. Le proced6 permet de produire 

des compositions cellialaires adapt6es a differentes utilisations, notamment 

th6rapeutiques. 

Un premier objet de 1* invention reside plus particulidrement dans un proc6d6 de 
20 preparation d'tme composition de lymphocytes yST, comprenant au xnoins ime 
etape de culture d'une preparation biologique comprenant au moins 50 millions 
de cellxiles mononucl^ees en presence d'un compose activateur syntli6tique des 
lymphocytes yST k Tinitiation de la culture, suivie d'une culture, typiquement de 
10 k 25 jours, en pr6sence d'une cytokine. Les compositions obtenues presentent 
25 avantageusement les specifications suivantes : 

- elles comprennent plus de 80% de cellules y6T, et 

- elles comprennent plus de 100 miUions de cellules yST viables et 
fonctionnelles. 
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Une caracterislique avantageuse du precede de rinvention reside dans la 
possibility de partir de quantit6s importantes de cellules non fractionnees, pour 
aboutir k des prepai^tions txes enrichies en cellules y5T fonctionnelles. 
Avantageusement, les celMes sont maintenues en culture a une densit6 cellulaire 
5 inferieure a environ 5.10^6 cellules/nol, de preference a environ 3.10^6, plus 
preferentiellement a environ 2.10^6 cellules/ml. Les exemples foumis montrent 
en efFet qu'une telle densite assure une expansion.efficace des cellules, - 

Un autre objet de Tinvention conceme un proc6de de preparation d'une 
10 composition cellulaire comprenant des lymphocytes yST fonctionnels, caracterise 
en ce qu'il comprend : 

, la culture d'xme preparation de cellules sanguines (typiquement de cellules 
provenant dime cytapherdse) en presence d'un compos6 activateur synfhetique 
des lymphocytes y5T et d'xme cytokine choisie parmi rinterleukine-2 et 
15 rinterleukine-lS, ladite culture 6tant r^alisee dans des conditions assurant le 
maintien d'une densite cellulaire essentiellement inferieure a 5*10^6 cellules/ml, 
de preference a environ 3.10^6 cellules/ml, et 

. la r6cup6ration des cellules obtenues ou d'une partie d'entre elles, ces cellules 
comprenant des lynq)hocytes y6T fonctionnels. 

20 

Le maintien de la densit6 cellulaire peut 6tre realise de differentes fagons, comme 
par exemple par dilution(s) successive(s), ajout(s) de milieu, transfert de 
dispositif, etc. 

25 Un autre objet de Tinvention r6side dans un precede d'enrichissement de cellules 
sanguines en lymphocj^es yST^ comprenant au moins une etape de culture d'lme 
preparation biologique comprenant au moins 50 millions de cellules mono- 
nucle6es sanguines en presence d'un compose activatexir synthetique des 
lymphocytes y6T k Tinitiation de la culture, suivie d'une culture, typiquement de 
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10 a 25 jours, en presence d'une cytokine. Les preparations obtenues par un tel 
proc6d6 peuvent comprendre plus de 80% de cellules 78T, voire plus de 90%. 

Conime il sera indiqu6 dans la suite du texte, les ceUules utiHs6es sont 
pr^ferentiellement humaines, peuvent provenir d'6chantillons biologiques 
congel6s, et sont cultivees preferentiellement pendant une p6riode de temps 
sup6rieure k 10 jours, de pr6f6rence entre 10 et 30 jours. 

Un autre objet de I'invention reside dans une composition pharmaceutique, 
caracteris6e en ce qu'elle comprend une population de cellules compos6e k plus 
de 80% de lymphocytes yST fonctionnels et en ce qu'elle comprend plus de 100 
millions de cellules yST. Preferentiellement, la composition comprend en outre 
un agent ou v6hicule acceptable sur le plan phamiaceutique et, plus 
pr6f6rentiellement, un agent de stabilisation, tel que la serum-albumine humaine. 
Les cellules sont pr6f6ientiellement autologues, c'est-k-dire issues d'une mdme 
preparation biologique (ou d'un m6me donneur). EUes sont plus 
pr6f6rentiellement obtenues par un proc6d6 tel que d6crit ci-avant. 

Un autre objet de IMnvention conceme une culture de cellules sanguines in vitro 
ou ex vivo. caract6ris6e en ce qu'elle comprend au moins 80% de lymphocytes 
yST fonctionnels et plus de 100 millions de cellules yST. 

L'invention est 6galement relative a I'utilisation d'une culture de cellules telle 
que definie ci-avant pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destin6e k la stimulation des defenses inmiunitaires d'un sujet, plus 
particuUerement au traitement de maladies mfectieuses, parasiraires ou de 
cancers. 

L'invention conceme egalement une methode de traitement d'une pathologic 
susceptible d'etre ameiior6e par augmentation de l'activit6 des cellules yST, 
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notamment par augmentation des defenses immunitaires d'un sujet, comprenant 
r administration a un sujet d'une quantite efficace d'une composition 
pharmaceutique ou d'une coniposition cellulaire telles que ddfinies ci-avant. 
L^administration est r6alis6e pr6fdrentiellement par injection, notamment par 
5 injection syst&nique (intra-veineuse, intra-p6ritoneale, intra-musculaire, intra- 
art6rielle, sous-cutan6e, etc.) ou locale (e.g., intra-tumorale ou dans une zone 
environnant ou irriguant une tumeur). Des injections r6p6t6es peuvent 6tre 
realisees. Les cellules inject6es sont pr^f^rentiellencieait autologues (ou 
syng^niques), c'est-^l-dire sont pr^ar6es a partir d'une pr6paration biologique 
10 provenant du patient lui-mdme (ou d'un jumeau). La m6thode est applicable au 
traitement de diverses pathologies, telles que les cancers les maladies infectieuses 
ou parasitaires. 

Comme indique, la pr6sente invention peut 8tre utilis6e dans les domaines 
15 pharmaceutiques, th6rapeutiques, expSrimentaux, cosm6tiqaes, de recherche 
industrielle, etc. Elle est particulidrement adaptive k la production de 
compositions cellulaires k usage pharmaceutique, notamment pour 
I'augmentation d'lme r6ponse immune chez im sujet, par exemple pour le 
traitement de pathologies telles que les cancers et maladies infectieuses ou 
20 parasitaires. 

Preparation bioloeiQue 

Le precede de I'invention est avantageux dans la mesure ou il permet une 
25 production efficace de cellules yST k partir d'une preparation biologique 
comprenant des quantit6s importantes de cellules sanguines non tri6es. II peut 
done 6tre mis en oeuvre directement k partir d'un echantillon de sang, de plasma, 
ou de s6rum, par exemple d'une cj^phSrfese. Typiquement, on utilise ime 
preparation de cellules mononucleees du sang, notamment du sang peripherique. 
30 Une preparation de cellules du sang p6riph6rique comporte g6n6ralement de 30 a 



70% de lymphocytes T ou B, de 5 ^ 15% de cellules NK et de 1 a 5% de cellules 
yST. n est bien entendu possible de traiter la preparation biologique 
prealablement k la raise en oeuvre du proc6d6 de Finvention, par exemple pour 
s61ectionner certaines sous populations, ou pour d6pleter certaines sous- 
5 populations. Toutefois, un tel pr6-traitement n'est pas necessaire pour produire 
des compositions de cellules y6T fonctionnelles selon Tinvention. Ainsi, le 
proc6d6 est typiquement mis en oeuvre directanent h partir d'un 6chantillon de 
cellules sanguines pr61ev6 chez un sujet, notamment d'un 6chantillon de cellules 
mono-nucl6ees totales (c'est-a-dire non fractionnees), Un tel 6chantillon peut Stre 
10 obtenu par des m6thodes classiques connues de rhomme de I'art et couramment 
pratiqu6es en clinique h.umaine dans le monde entier, telles que par cytaph6rese 
ou gradient ficoll sur sang total (PBMC). Une source pr6f6ree de cellules pour la 
mise ea. ceuvre de l»invention est compost de cellules mononucl6ees 
p6ripheriques totales teUes qu'obtenues par cytaph6r6se. Ainsi, dans un mode 
15 particulier de mise en oeuvre, le proc6d6 de invention comprend une premi^ 
6tape de culture d'une cytapherese, ou d'une aliquo^e d'une cytapherese, dans les 
conditions d^crites ci-avant. Une cytapherese permet typiquement d'obtenir plus 
de l(f 9 cellules mononucieees. A partir d'une cytapherese, il est ainsi possible 
de preparer plusieurs aliquotes, qui peuvent dtre traitees separement par le 
20 precede de Tinvention. Ainsi, pour un mgme patient, il peut etre produit plusieurs 
lots de cellules y5T selon I'invention, de maniere separee et espacee dans le 
temps. Get echantaioimage permet d'effectuer des tests de qualite et de 
fonctionnalite sur les cellules, et d'assurer une plus grande securite aux 
compositions. 

25 

A cet egard, la presente demande montre que des cellules yST fonctionnelles 
peuvent dtre produites h partir de preparations de cellules mono-nucieees 
prealablement congeiees. Les resultats presentes dans les exemples montrent en 
effet qu'une cytapherese peut 6tre congeiee en vue de sa conservation pendant de 
30 longues periodes, et que les ceUules, une fois decongeiees, peuvent 6tre activees 
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et multipli6es efficacement pour produire des compositions de cellules y6T 
fonctionnelles. Cette possibilite de production k partir d'6chantillons 
pr6alablement congel6s confere un avantage trfes important a Tinvention, 
notamment dans le cadre de la preparation de banques de cellules autologues. 

5 

Un mode de realisation particulier du precede de Tinvention comprend done la 
preparation de cellules y5T k partir d'lme preparation biologique (notamment de 
cellules mono-nucleees) prealablement congel6e. 

Un objet particulier de Tinvention conceme egalement un procede de production 
10 de cellules yST fonctionnelles, comprenant (i) la cidture de cellules mono- 
nucleees sanguines prealablement congelees en presence d'un compos6 
activateur synth^tique des lymphocytes yST et d'xme cytokine dans des 
conditions assurant la proliferation de cellules y6T et (ii) la recuperation ou le 
conditionnement des cellules yST obtenues. Preferentiellement, les cellules 
15 mono-nucleees sanguines proviennent d'une cytap^erese. 

Un autre objet particulier de Tinvention conceme xm proc6d6 de production de 
cellules yST fonctionnelles, comprenant (i) (Fobtention et) la congelation de 
cellules mono-nucieees sanguines a partir d'lm sujet, typiquement sous forme de 

20 doses comprenant environ 10^7 a 5.10^9 cellules par ml, (ii) la decongeiation des 
cellxxles ou de doses individuelles et leur culture en presence d*un compost 
activateur synthetique des lymphocytes y6T et d'une cytokine dans des 
conditions assxirant la proliferation de cellules y6T et, (iii) la recuperation ou le 
conditionnement des cellules yST obtenues. Pref6rentiellement, les cellules 

25 mononucieees sanguines proviennent d'une cytaph6rese. 



La congelation des cellules pent Stre efifectuee selon difiKrentes techniques. Une 
methode pT6f6r6e utilise \m agent stabilisant tel que le DMSO 
(dimethylsulfoxyde) et/ou le glycerol. Un tel agent stabilise les membranes 
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cellulaires et peraiet line congelation efficace des cellules, en tenne de viabilite 
des cellules k la d^congelation. D'autres techniques ou milieux peuvent Stre 
utilis6s, mettant en oeuvre des gelatines, des polymeres, des prot^ines, etc. Un 
milieu particuliferement adapte est une solution 90/10 volume sur volume de 

5 s6rum et de DMSO, oil le serum utilis6 sert 6galement a la proli:Kration des 
cellules. Le pourcentage de DMSO pent varier entre 5 et 15 % du volume de la 
solution. Le s6rum peut dtre remplac6 par une solution d'albumine humaine k 
4%, par exemple Albumine-LFB 4 % (medicament AMM n°558632-9). Le 
pourcentage d'albumine humaine peut cependant 8tre plus elev6, par exemple 

10 jusqu'i 20%. Typiquement, les cellules sont mises en suspension dans un milieu 
adapte k la congelation, tel que defini ci-dessus, puis sont plac6es dans ime 
atmosphere de congelation, telle que des vapeurs d' azote liquide, par exemple. 
La congelation est avantageusement realisee en tubes ou en poches adaptees, en 
. conditions st&iles, sous forme d'aliquotes d'une mdme preparation de cellules 

15 sanguines. Les cellules ainsi congeiees peuvent etre conserv6es pondant des 
periodes de temps trds longues, pamettant ainsi la production de cellules yST k 
intervalles de temps importants, sans necessite de preievements repetes chez un 
sujet. 

20 Une caracteristique importante du precede de Tinvention reside dans la quantite 
de materiel biologique traite. Ainsi, le precede utilise preferentiellement une 
preparation biologique comprenant plus de 50.10^6 cellules mononucieees, 
typiquement entre 50 et lOOO million de cellules, par exemple 50, 100, 200 ou 
300 millions de cellules environ. Dans im precede typique, la preparation 

25 biologique comprend plus de 100 millions de cellules. II est entendu que des 
quantites superieures peuvent 8tre mises en oeuvre. Dans la mesure oti une 
preparation biologique typique comprend au depart moins de 10% de cellules 
yST, le plus souvent moins de 5% de cellules yST, une preparation biologique de 
100 millions de cellules contient typiquement de 1 ^ 5 millions de cellules yST. A 

30 partir d*une telle preparation, le precede de Tinvention pennet d'ebtenir des 
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compositions comprenant 10^8 celMes y5T fonctioimelles ou plus. En outre, 
alors que les pr6parations de depart ne contiennent que 1 a 5% environ de 
cellules y6T, les compositions obtenues par le proced6 de I'invention 
comprennent plus de 80% de cellules yST, voire plus de 90%. Le proced6 de 
5 rinvention est done particulidrement efficace et adapte a la production de 
cellules en quantites et qualite pharmaceutiques. 

Compos6 activateur svath6tique des lymphocytes yST 

10 Un aspect avantageux du precede de Tinvention reside dans Tutilisation d^un 
compos6 activateur synth6tique des lymphocytes y5T, Ainsi> Tinvention montre 
qu'une activation et une expansion efficaces et orient^es des cellules yST peuvent 
§tre obtenues par une seule activation m6tabolique au moyen d^'xin compose 
synthetique. 

15 

Le terme compos6 activateur synthetique indique que Tinvention utilise une 
mol6cule produite artificiellement, capable d^activer les lymphocytes y5T. II 
s'agit typiquement d'un ligand (e.g., d'lme molecule chimique) capable de lier le 
recepteur T des lymphoc3^es yST. Le compose activateur peut Stre de nature 

20 variee, telle que peptidique, lipidique^ chimique, etc. II peut s'agir d'lm ligand 
endog^ne puaifi6 ou produit par voie chimique, ou d'un fragment ou d6riv6 d'un 
tel ligand, ou d'un anticorps ayant la m6me sp6cificite antigenique. H s'agit 
pr6f6rentiellement d'xm compos6 chimique de synfhdse, capable de lier de 
maniere selective le recepteur TCR et d'activer les cellules yST. La liaison 

25 selective indique que le compose interagit avec une affinite sup6rieure sur le 
TCR des cellules y6T que sur d'autres r6cepteurs membranaires, et conduit done 
k une activation selective ou orient6e de la proliferation et de I'activite des 
lymphocytes y8T. 
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DifKrents composes activateurs synth6tiques peuvent etre utilises, tels que les 
composes phosphohalohydrines (PHD) decrits dans la demande WOOO/12516, 
les cou^os^s phospho6poxydes (PED) d6crits dans la demande WOOO/12519, ou 
les compos6s biphosphonates tels que d6crits par Kunzmann et al. (Blood 96 
5 (2000) 384). 

Des composes activateurs synth6tiqaes particuliers utilisables de fa^on 
avantageuse dans la mise en oeuvre de Tinvention sont les phosphohalohydrines 
et les phospho6poxydes de forraule (T) et CDT) suivantes, respectivement : 



X C- 



(CHg)!!— O— P— O — P O — 

R1 0-Cat+ 0-Cat+ 



(D 



R1 — ^^(CH2)n— O— P— O^P — O- 

0-Cat+ 0-Cat+ 



15 dans lesqxielles X est un atome d'halogene (choisi de preference parmi un atome 
d'iode, de brome ou de chlore), Rl est un groupe m6tliyle ou ethyle, Cat+ 
repr6sente un (ou des) cation(s) organique(s) ou niin6ral(aux) (y compris le 
proton) identiques ou diff6rents, et n est un nombre entier compris entre 2 et 20. 
Ces composes peuvent fetre produits par diff^rentes techniques de chimie connues 

20 de rhorrrme du m6tier, et notaimnent les m6thodes d6crites dans les demandes 
WOOO/12516 et WOOO/12519. Des composes particuliers sont des compbs6s di- 
ou tri-phosphate de formule (I) ou (JI) ci-dessus. 

Dans un mode pr6f6r6 de mise en oeuvre, on utilise un compos6 PED ou PHD. 
25 Des composds particuliers sont les produits suivants : 
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3-(bromom6thyl)-3-butanol-l -yl-diphosphate (BrHPP) 

3-(iodom6thyl)-3-butanoi-l -yl-diphosphate (IHPP) 

3-(chlorom6thyl)-3-butanol-l -yl-diphosphate (CIHPP) 

3-(bromomethyl)-3-butanol-l -yl-triphosphate (BrHPPP) 
5 3-(iodom6thyl)-3-butanol- 1 -yl-triphosphate (IHPPP) 

a,y-di-[3-(bromom6th.yl)-3-butanol-l-yl]-triphosphate(diBrHTP) 

a,y-di-[3-(iodom6fliyl)-3-butanoH-yl]-triphosptiate(diIHTP) 

3 ,4,-6poxy-3-m6thyl-l -butyl-diphosphate (Epox-PP) 

3,4,-6poxy-3-m6thyl-l-butyl-triphosphate(Epox-PPP) 
10 a,y-di-3,4,-6poxy-3-m6thyl-l-butyl-triphosphate (di-Epox-TP) 

Dans mi autre mode particulier, on utilise des composes aminobiphosphonates, 
tels que par exemple Tacide l-hydroxy-3-(m6(hylpentylamino)propylid6ne- 
biphosphonique. Bien que nxoins efficaces, d'autres composes utilisables dans la 
15 mise en ceuvre de I'invention sont des phosphoantigenes decrits dans la demande 
WO95/20673 ou l'isopent6nyl pyrophosphate (IPP) (US5,639,653). 

La dose de compos6 activateur peut €tre adapt^e par rhomme du m6tier en 
fonction de la quantity de cellules et de la nature du comi)os6 utilise. 
20 Gen6ralement, le compose est mis en oeuvre a T initiation de la culture h une dose 
inf6rieure ou egale h. environ 10 ^iM. Un avantage important du proced6 de 
rinvention reside dans le fait qu'une seule activation metabolique s61ective est 
n6cessaire, en d6but de cultixte, Ainsi, une fois la culture initi6e, il n'est plus 
n^cessaire d'ajouter k nouveau dans le milieu le compos6 activateur synthdtique. 

25 

Cytokine 



Le proc6d6 de Tinveaition utilise xme cytokine (seule ou eventuellement 
combinee ou associ6e k d'autres agents biologiquement actifs), en particulier ime 
30 interleukine. II s*agit avantageusement d'interleijkine-2 ou d'interleukine-15. La 
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pr&ente demande montre en effet que ces interleukines, qui utilisent le mdme 
r6c^teur, permettent una production efficace de cellules yST, dans les conditions 
d6crites ci-avant 

5 L'interleiakine utilis6e peut 6tre d' engine humaine ou animale, de preference 
d*origine humaine. II peut s'agir d*une prot^ine sauvage ou de tout variant ou 
j&agment biologiquement actif, c'est-^-dire capable de se fixer k son r^cepteur et 
d*induire T activation de cellules y5T dans les conditions du proc6d6 de 
rinvention. 

10 

Le terme « variant » designe en particulier tous les variants naturels, resultant par 
exemple de polymorphisme(s), 6pissage(s), mutations(s), etc. De tels variants 
naturels peuvent done comprendre une ou plusieurs mutations ou substitutions, .k 
une d616tion d'un ou plusieurs rfeidus, etc. par rapport k la sequence sauvage. Le 

15 terme variant d6signe egalement les polypeptides ayant pour origine une autre 
esp&je, par exemple de rongeuris, bovins, etc. Avantageusement, on utilise 
nSanmoins une cytokine d' origine humaine. Le terme « variant » inclut 
Egalement tout variant synth6tique d'une cytokine, et notamment tout 
polypeptide comprraiant une ou plusieurs mutations, dj616tions, substitutions et/ou 

20 additions d'lm ou plusieurs acides amin6s par raj^ort k la sdquence sauvage. Des 
variants preferes comportent avantageusement au moins 75% d'identit6 avec la 
sequence primaire de la cytokine sauvage, pr6ferentiellement au moins 80%, plus 
pr6f6ren.tiellement au moins 85%. Encore plus pr6ferentiellement, les variants 
pr6fer6s comportent au moins 90% d'identit6 avec la s6quence primaire de la 

25 cytokine sauvage. Le degi^ d'identit6 peut 6tre determine par differentes 
m^thodes et au moyen de logiciels connus de I'homjne du metier, comme par 
exemple selon la m6thode CLUSTAL. 

Comme indique, il est 6gal^ent possible d'utiliser dans le cadre de la pr6sente 
30 invention tout fi-agment d'une cytokine conservant 1' activity biologique d6finie 
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ci-avant. De tels fragments contiennent de preference au moins une region on un 
domaine fonctionnel de la C3^okine, comme par exemple im domaine catalytique, 
nn site de liaison a un recepteur, une structure secondaire (boucle, feuillet^ etc.), 
nn site consensus, etc. Pour la mise en oeuvre de la presente invention, les 
5 fragments utilises conservent avantageusement la propriete de rinterleukine-2 ou 
de rinterleukine-15 de lier le recepteur membranaire et de stimuler le 
. d6veloppement de lymphocytes y5T. ... 

Les cytokines utilis6es peuvent en outre comprendre des residus Ii6t6rologues 
10 ajoutes k la sequence d' acid.es amines sauvage, tels que des acides amines, 
lipides, sucres, etc. II pent egalement s'agir de groupe(s) chimique(s), 
en2ymatique(s), radioactifCs)^ etc. La partie heterologue pent en partictdier 
constituer un agent stabilisatexir, un agent facilitant la penetration du polypeptide 
dans les cellules ou am^liorant son affinity, etc.. 

15 

Les cytokines peuvent se presenter sous forme soluble, purifi^e, fiisionnee ou 
complexee avec une autre molecule, telle que par exemple un peptide, 
polypqptide ou une prot6ine biologiquement active. Les cytokines peuvent etre 
pr6par6es par toute technique biologique, gen6tique, chimique ou enzymatique 

20 connue de Thomme de Tart, et notamment par expression dans un hdte cellulaire 
approprie d'un acide nucleique correspondant. Les cytokines telles que riL-2 et 
riL-15 peuvent egalement etre obtenues a partir de sources commerciales. De 
manidre pr6feree, on utilise ime cytokine recombinante humaine, lypiquement 
une interleukine-2 recombinante humaine ou une interleuikine-lS recombinante 

25 humaine. 

Les doses de cytokines utilisees dans le precede de Tinvention peuvent varier en 
fonction de la nature des cellules de depart. En outre, la concentration en 
cytokine pent etre modifiee en cours de culture. Typiquement, les C3rtokines sont 
30 utilis6es k des doses comprises entre 100 et 500 U/ml, typiquement entre 1 50 et 



m • 
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500 U/ml environ. Au cours du proc6d6, la concentration en cytokine pent etre 
ajiist6e, par exemple par ajout de milieu de culture. De manifere pr6fer6e, on 
utilise des doses de cytokine comprises entre 150 et 400 U/ml. Dans un mode 
particulier, il est possible d*initier la culture en presence d'une premiere dose de 
5 cytokine, puis de la poursuivre en presence d'une deuxi^me dose, sup6rieure a la 
premi^, afin d'augmenter la proliferation des cellules. Ainsi, un objet 
particulier de I'invention reside dans un precede de preparation d'une 
composition de lymphocytes y5T h partir d'un 6chantillon de cellules mono- 
iiucl66es, comprenant au moins : 
10 . une premiere 6tape de culture des cellules mononucl66es en presence d'un 

compose activatem- synth6tique des lymphocytes y6T et d'une cytokine, ladite 

cytokine 6tant pr6sente k une premi&re dose efficace, et 

. une deuxifeme etape de culture desdites cellules en pr6sence d'une deuxi^e 
dose efficace de ladite cytokine, ladite deuxifeme dose efficace 6tant sup6rieure k 
15 ladite premiere dose efficace. 

La presente demande montre en effet que I'utiUsation d'un compose activateur 
synthi6tique fevorise I'expression de r6cepteuis de haute affinity pour la cytokine 
IL2 k la surface des cellules yST, et que des doses faibles d'IL2 sont suffisantes 

20 pour permettre la proliferation specifique des cellules y6T, cette dose faible ne 
favorisant pas la pousse des cellules portant des recepteurs de plus faible affimt6. 
Le recepteur de haute affmite disparait cependant apres 7 a 10 jours de culture et 
est remplace par un recepteur d'affinit6 moindre. Les cellules doivent alors dtre 
cultivees en presence d'une deuxidme dose plus eievfe de cytokine, afin 

25 d'ameUorer les performances du proc6d6 et la proliferation des cellules y5T 
fonctionnelles. Dans ce mode de realisation, la premiere dose de cytokine est 
preferentiellement une dose inferieure ou egale a environ 300 U/ml, de 
preference de I'ordre de 150 U/ml environ, et la deuxieme dose de cytokine est 
preferentiellement une dose superieure k environ 300 U/ml, de preference k 

30 environ 350 U/ml, typiquement de I'ordre de 400 U/ml. 
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Dans un autre mode de r6alisation, la concentration en cytokine est maintenue 
essentiellement constante durant le proc6d6, par example par ajout de milieu frais 
contenant la cytokine a differents intervalles. Preferentiellementj, dans ce mode 
5 de realisation, la concentration en cytokine est maintenue entre 250 et 500 U/ml, 
par exemple entre 300 et 450 U/ml. 

Culture 



10 Le proced6 de Tinvention comprend. la culture des cellules en presence d'lm 
compose activateur (a Tinitiation de la culture) et d'une cytokine, pendant ime 
periode de temps et dans des conditions permettant Tactivation et ramplification 
s61ectives des cellules yST. 

15 Les cellules peuvent Stre cultiv6es dans diff6rents milieux et dispositifs adapt6s k 
la culture de cellules humaines, notamment de cellules sanguines. II peut s^agir 
de milieux definis, supplementes, etc. Des exemples de milieux utilisables sont 
notamment les noilieux conmierciaux RPMI, Prolifix S3, S6, Ampicell X3 (Bio 
Media), X-VIVO-10 et 15 (Biowhittaker), AIM V (Invitrogen), Medium I et II 

20 (Sigma), StemSpan H200 (Stem cell), CellGro SCGM (CellGenix), etc. Ces 
milieux peuvent etre suppl6mentes par des antibiotiques, du serum humain ou 
d'origine animale, de preference agrees pour une utilisation pour la culture 
cellulaire a visee th6rapeutique, des acides amines et/ou des vitamines, etc. Un 
milieu prefere est le milieu RPMI, de preference supplement^ par du serum de 

25 veau foetal. Un milieu particuliferement pr6f6r6 est un s6rum de veau irradie, 
agre6 par les agences r6glementaires pour la culture de cellxiles a vis6e 
th6rapeutique. Ce type de serum est commercialement disponible chez plusieurs 
foumisseurs. Les cultures peuvent etre realisees dans differents dispositifs, tels 
que des boites, poches, flasques, bouteilles, tubes, ampoules, r6acteurs 

30 biologiques, etc, Les cultures sont avantageusement r6alis6es dans des dispositifs 
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st6riles et qui peuvent Stre obtur^s. II n'est pas n6cessaire que les cultures soient 
agit6es- Des poches perm^ables aux gaz sont particuliferement adaptees. Selon le 
d6roulement du proc6d6, des changements de dispositif peuvent 6tre eSectu6s au 
corns de la culture, notamment pour diluer les cellules et fevoriser leur 
5 expansion. Un tel changement n'est cependant pas obUgatoiie, et des dispositife 
de voliame important peuvent 6tre mis en oeuvre des i'initiation du proc6d6 et 
conserves jusqu'i son terme. 

Typiquement, si des poches sont utilis6es, la pr6paration biologique ou les 
10 cellules sont contenues dans un volume de miUeu tel que la densitd cellulaire 
initiale soit comprise entre 0.2 et 3.10^6 cellules/ml. Les demandeurs ont en effet 
montre que le maintien d'une densite cellulaire comprise entre 0.2 et 3.10^6 
cellules/ml, plus pr6f6rentieUement pioche de 2.10^6 ceUules/ml, favorise 
grandement I'expansion des ceUules yST. Des concentrations cellulaires 
15 sup6riexixes pouiraient vraisemblablement atre obtenues h I'aide de r6acteurs 
biologiqiies. 

Le mairttien de la densit6 cellulaire pent etre r6alis6 de diff6rentes fagons, comme 
par exemple par dilution(s) successive(s), ajout(s) de milieu, transfert de 
20 dispositif, etc. Bien entendu, la density cellulaire ne pent etre maintenue 
constante au cours du proc6d6, dans la mesure oil les cellules se divisent en 
permanence. Avantageusement, la densit6 est done con1r616e ou ajiist6e k 
diff6rerLts intervalles de temps, de mani^re maintenir le mieux possible une 
density comprise entre 0.5 et 3.10^6 cellules/ml. 



25 



30 



Le procede pent 6tre r6aUs6 sur des pModes de temps variables et/ou suivant 
plusieurs cycles. D'une maniSre g6n6rale, la dur^e du pn)ced6 est sup6rieure k 10 
joiirs environ, typiquement comprise entre environ 10 et 30 jours ou entre 
environ 10 et 25 jours. Differentes variantes peuvent etre envisagees. Ainsi, il est 
possible, dans une premiere phase, d'effectuer la culture en presence du compose 
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activateur seul et en absence de cytokine. Cette premiere phase peut durer pat 
exemple entre Ih et 72h, typiquement moins de 48h. Cette phase est destin6e h 
stinmler les cellules y5T et ^ induire une certaine expression de recepteurs de 
haute affinity pour les cytokines par ces cellules. A Tissue de cette premiere 
5 phase, la culture est poursuivie dans im milieu comprenant la cytokine, mais sans 
qu'il soit necessaire d'ajouter a noizveau le compos6 activateur. Typiquement, a 
Tissue de cette phase, du milieu firais contenant la cytokine, mais d6pourvu du 
compose activateur est ajoute aux cellules. La culture est alors poursuivie 
pendant une p6riode de temps superieure k environ 10 jours, t3T)iquement entre 
10 10 et 25 jours, Comme indique, la densite cellulaire est preferentiellement 
contrSlee et/ou ajustee pendant la culture, et la dose de cytokine utilis6e peut etre 
maintenue ou modifiee^ 

Selon une autre variante, il est possible d'initier la culture en presence du 
compose activateur et de la cj^oldne, et de la poursuivre pendant une periode 

15 comprise typiquement entre 10 et 30 jo\irs, en contr61ant la density et la 
concentration en cytokine. Ainsi, en fonction de la densite cellulaire, du milieu 
frais contenant la cytokine (mais typiquement depourvu du compose activateur) 
est ajout6 aux cellules. En outre, comme indique ci-avant, les cellules peuvent 
8tre s6parees ou transferees en cours de procedure dans des dispositife de volume 

20 plus grand, si n6cessaire. 

Comme indique, le procede de I'invention permet d'obtenir des compositions de 
cellules presentant avantageusement les specifications suivantes : 

- elles comprennent plus de 80% de cellules y5T, avantageusement plus de 
25 85%, voire plus de 90%^ et 

- elles comprennent plus de 100 millions de cellules yST viables et 
fonctionnelles. 

Pour obtenir de maniere reproductible de telles caract^ristiques chez la plupart 
30 des donneurs, il est n6cessaire de mettre en culture au depart un nombre elev6 de 
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cellules, de Tordre de 50 millions de PBMC obtenues par exemple de 
cytaph6rese. 

Le procM6 est simple, ne n6cessite qu'rnie activation m6taboHque, rapide, et 
comporte im nombre tres limdt6 de manipulatioiis des cellules, n peut en outre 
5 etre mis en oeuvre partir de cellules prealablement congel6es. Ce precede est 
done particulidrement avantageux pour une exploitation pbarmaceutique des 
cellules y6T. 

Utilisations / Conditionnement 

10 

Les cellules produites peuvent etre utilisees extemporanement ou trait6es en vue 
de leur conservation. Gen6ralement, les cellules sont conditionnees dans un 
miUeU comprenant un agent stabiUsant, tel que notamment un polymdre ou une j 
prot6ine neutre. On peut utiliser avanlageusement de I'albumine humaine (HSA), ;> 

15 disponible commercialement en qualite injectable. Les r6sultats pr6sent6s 
montrent que les cellules peuvent dtre conditionnees dans une solution 
d'albumine humaine a 4°C, en vue de l&ai injection. A cet egard, un objet 
particuUer de I'invention reside dans une composition comprenant des cellules 
y8T et de la s6rum albumine humaine, typiquement de 2 a 10%, avantageusement 

20 k 4% environ. 

Un autre objet de I'invention reside dans une composition pharmaceutique, 
caract^risee en ce qu'elle comprend une population de cellules compos6e k plus 
de 80% de lymphocytes y5T fonctionnels et comprenant plus de 100 miUions de 

25 cellules yST. Pr6f6rentiellement, la composition comprend plus de 85% de 
lymphocytes yST fonctionnels, voire plus de 90%. G6n6ralement, la composition 
comprend en outre un agent ou v6hicule acceptable sur le plan pharmaceutique 
et, plus pr6f6rentiellement, un agent de stabilisation, tel que la serum-albumine 
humaine. Plus pref6rentiellement, les cellules sont obtenues ou susceptibles 

30 d'dtre obtenues par un proc6d6 tel que d6crit ci-avant. 
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Un autre objet de rinvention conceme im precede de pr6paration d'une 
composition pharmaceutique a base de lymphoc3rtes yST, le proc6d€ 
comprenant : 

5 . la culture de cellules selon le precede decrit dans la presente demande^, 

, la recuperation des cellules obtenues ou d*une partie d'entre elles, ces cellules 
. comprenant des lymphocytes y5T fonctionnels, et 

. le conditionnement des cellules dans un v6hicule ou excipient acceptable sur k 
plan pharmaceutique. 

10 

Un autre objet de Tinvention conceme \me culture de cellules saaguines in vitrc 
ou ex vivo, caracterisee ea ce qu*elle coniprend au moins 80% de lymphocytes 
y5T fonctionnels. 

15 L' invention est egalement relative a Futilisation d'lme culture de cellules telle 
que definie ci-avant pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destin6e k la stimulation des defenses immunitaires d'un srtjet, plus 
particuli6rement au traitement de maladies infectieuses, parasitaires, de cancers, 
de maladies auto-inmiunes ou inflammatoires. 

20 

L'invention conceme egalement une methode de traitement d'un cancer ou d'une 
pathologic infectieuse ou parasitaire, comprenant Tadmimstration a un sujet 
d*une quantity efficace d'une composition pharmaceutique ou d'une composition 
cellulaire telles que d6finies ci-avant, 

25 

Le teraie traitement d6sign.e une reduction ou une suppression des symptomes, 
des causes ou de foyers de la maladie, ime r6gression ou un ralentissement de la 
progression d'lme maladie, par exemple de la croissance tumorale, xme 
am61ioration de I'etat des patients, ime r6duction de la charge virale ou 
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parasitaire, une baisse de la douleur ou de la soujBBrance, une augmentation de la 
dur6e de vie, etc. 

Le tenne quantite efficace designe plus particuliferement une quamtite efficace 
5 pour stimuler une r6ponse immune du patient contre les cellules cancereiises ou 
infectees. Les doses de cellules admimstr6es sont typiquement comprises entre 
10^6 et lO^lO cellules par doses, mdme si des quantity difpferentes peuvent 6tre 
envisag6es. II est entendu que la quantity de cellules utiUs6es peut 6tre ^ust6e par 
le praticien en fonction de la pathologic et du protocole cUnique (notamment du 
10 nombre et du site d'injections). 

L'administration est r^alisee pr6f6rentiellement par injection, notamment par 
injection systemique (intra-veineuse, intra-p6riton6ale, intra-musculaire, intra- . 
art6rielle, som-cutan6e, etc.) ou locale (e.g., intra-tumorale ou dans une zone, 
15 environnant ou irriguant une tumeur). Des injections r6p6tfes peuvent etre^. 
r^alis^es. Les cellules inject6es sont pr6f6rentiellement autologues (ou^. 
syngeniques), c'est-^-dire sont pr6parees a partir d'une preparation biologique ^ 
provenant du patient lui-mgrne (ou d'un jumeau). Des compositions allog6niques 
peuvent 6tre envisag^es. 

20 

Dans un mode de realisation typique, des injections r6p6t6es sont r6alis6es, avec 
une escalade de doses, chaque palier de doses pouvant lui-m8m.e comprendre 
plusieurs injections (typiquement de vme k quatre) k des intervalles de temps 
pouvant varier entre une et sbc semaines par exemple. La dose initiale est 

25 typiquement sup6rieure h 100 millions de cellules, par exemple comprise entre 
100 milHons et 5 milUards, et une escalade de doses jusqu'i 10 miUiards de 
cellules peut §tre r6alis6e. Un protocole clinique particulier prdvoit une escalade 
de dose (chaque palier de dose comportant trois injections successives a trois 
semaines d'intervalle) partant de 1 milliard, puis 4 milliard puis 8 puis 12 

30 milliards de cellules. 
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En outre, les cellules gamma 9 delta 2 etant dependaates, pour leur proliferation 
et leur sxuvie, de Tactivite de cytokines et de maniere pref6rentielle, 
d'interleukbie 2, une co-th6rapie est avantageusement r6alisee. Ainsi, dans un 
mode prefer^, les cellules obtenues par le proc6d6 de I'invention sent injectees 
5 avec une co-therapie de cytokine, notamment d'IL2. Un schema d'admixiistration 
prefere consiste en des injections sous cutanees joumalieres pendant environ 7 
jours d' environ. 1. million d'unites de cytokine par mdtre caire de surface 
corporelle. 

10 Un objet particulier de l*invention reside done 6galement dans une composition 
comprenant des cellules telles que definies ci-avant et une cytokine, de 
pr6f6rence riL-2 ou riL-15, plus pr6f6rentiellement riL-2, en vue de leur 
utilisation simultan6e, s6par6e ou eq)ac6e dans le temps. Un autre objet de 
rinvention reside dans ime m^thode de traitement comprenant radministration a 

15 un sujet d'une composition cellulaire telle que ddjfinie ci-avant et d'une cytokine, 
de preference d'IL-2, les cellules et la cytokine 6tant adnainistrees de fagon 
simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

D'autre part, les cellules yST peuvent etre modifiees g^n^tiquement, 
20 prealablement a leur administration, par exemple pour qu'elles expriment un 
facteur de stimulation, \m facteur de croissance, ime cytokine, une toxine, etc. 

La presente invention est utilisable (seule ou en association avec d*autres 
therapies) pour le traitement de difF6rentes pathologies susceptibles d'etre 

25 amelior6es par une augmentation de Tactivite des cellules y5T (et notamment 
dans lesquelles des cellules sensibles k Tactivite cytolytique des cellules yST sont 
impliquees). Ainsi, la plupart des lignees tumorales de carcinome renal sont tuees 
efficacement in vitro par les cellules ganama 9 delta 2 obtenues par le procede de 
rinvention, Des cancers de di£f6rentes histologies peuvent 6galement 6tre 

30 trait6s, dans lesquels les cellules gamma delta exercent une activity cytolytiques : 
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myelome, cancer de la vessie, melanome, astrocytome, neiiroblastome. Cette liste 
n'est pas limitative, et d'autres types de cancers susceptibles a la lyse gamma 
delta peuvent 6galement 6tre trait6s (cancers du poumon, du foie, t§te et cou, 
colon etc.). S'agissant des maladies infectieuses, les cellules gamma delta ont 6t6 

5 montr6es comme lytiques vis a vis de nombreuses bact6ries ou mycobacteries 
intracellulaires. Ainsi, I'activite des cellules gamma 9 delta 2 contre les cellules 
infect6es par Tagent de la tuberculose ou I'agent de la peste est bien connue. Ces 
cellules r6pondent 6galement k d*autres pathologies infectieuses comme la 
thular6mie. Une activit6 antivirale a 6galement 6t6 d6montr6e contre les cellules 

10 infectfes par le virus HIV, influenza, Sendai, coxsackie, vaccinia, vesicular 
stomatitis virus(VSV), and herpes simplex virus- 1 (HSV-1) (Sciammas et al, 
1999, TcR gamma delta and viruses, Microbes Infect 1 :203). 

D'autres aspects et avantages de la prSsente demande apparaltront k la lecture des 
15 exemples qui suivent, qui doiveat 6tre consid6r6s comme illustratife et non 
limitatifs. 

' EXEMPLES 



20 EXEMPLE 1 : Expansion des cellules gamma 9 delta 2 k partir de plus de 50 
millions de cellules PBMC non firactionn^es de mani^re k obtenir aprds 10 k 
20 jours de culture une puret^ en gamma 9 delta 2 de plus de 80% et plus de 
100 millions de cellules gamma 9 delta 2. 



25 lA-Materiels 

Echantillons de sang 

Des tubes de sang total de 6 ml (sur ACD : Acid Citrate Dextrose) sont pr61ev6s 
sur chacun des 3 donneurs sains et sont stock6s k temp^ture ambiante. 
Le sang seratraite environ 18 heures aprds le pr616vement. 
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Poches de cytapherese 

Une poche de cytapherese (1/2 masse corporelle) est pr61ev6e sur des doimeurs 
sains et stockee k temp6rature ambiante, 

Les CMN (cellules mono-nucle6es) sont traites environ 18 heures apres le 
5 pr61evement» 

Milieux de culture 

Differents milieux de culture ont 6te utilis^es, synthetiques ou non. Les cellules 
ont ainsi 6t6 cultiv6es en milieu RPMI (SIGMA, i€f R0883), 6ventuellement 
supplemente par ajout de L-glutamine (0.3 g/1 final) extemporan&nent. 

10 

Differents milieux synthetiques ont egalement 6te testes, qui sont rassembles 
dans le tableau L 

Dans certains cas, les milieux ont 6te suppl6ment6s par du serum, d'origine 
15 hmnaine ou animale. A cet egard, du serum de veau fcetal irradie a 6te utilise 
(lots de « Fetal Clone-I » irradie (25 kGy) provenant de chez Hyclone (x6f SH 
30080.03 IR)), ainsi que du serum humain. 

Le s6rum hiunain utilise au cours de ces etudes provient de pool de seirum de 
20 doimeurs sains pr6pare par le centre de transfusion de Nantes. Ce serum de grade 
therapeutique (agre6 par Tagence reglementaire Fran9aise) est utilise dans des 
protocoles de therapie cellulaire visant a Tiojection de cellules T alphta b6ta 
classiques. 

25 Composes et reactifs 

L'interleukine-2 recombinante humaine utilis6e est la Proleukin (Aldesleukine) a 
18 miUions UI provenant de chez CHIRON BV (r6f FRCOIA) et stockee en 
aliquotes a la concentration de 360 000 Ul/ml dans du milieu RPMI/SH lO % a - 
20^C. Le FicoU (« Lymphocyte separation medium ») a ete utilise a une densite 
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1.077 ± 0.001 (SIGMA, ref 913353). L'albmnine humaine est ralbumine-LFB 4 
%, medicament AMM n°558632-9, Le DMSO et la solution saline proviemient 
de Braun medical. 

5 Pisoositife de culture 

Les dispositife de culture utilises sont indiqu6s dans le Tableau 2. 

Anticorps 

Les anticorps utilis6s sont repertorife dans le Tableau 3. 
m - M^thodes 

10 Isolement des lymphocytes k partir de Sang total + Ficoll 

Cette proc6dure est couranunent utilis6e dans les laboratoire de biologie 
cellulaire. Brievement, le sang total est «Ficoll6», puis les PBMC sont 
r6cup6r6es sur le gradient de Ficoll. Le Ficoll est rince, et une numeration 
cellulaire est r6alis6e au « Coulter Multisizer II » (sur 3 pr^levements di£f6rents 

15 ponr une m&ne condition et pour un m&ne donneur). Les PBMC sont congel6es 
dans une solution de congelation k 10 % de DMSO (dans de ralbumine humaine 
4 % ou dans du SVF). 

Isolement des lymphocytes a partir de CMN (cytaph^rese) 
20 Cette procedure comporte une premiere phase de « d^-plaquettisation » de 
l'6chantillon, qui est r6alis6e, sur chaque poche de cytapli6r6se, selpn la 
procedure suivante. 

Le contenu de la poche de cytaph^rfese est transf6r6 dans des tubes de 50 ml, dans 
lesquels 2 volumes de milieu RPMI sont ajout6s. Les tubes sont centrifuges k 200 
25 g, puis le sumageant est elitnine. Les culots sont pooles (regroup6s) et remis en 
suspension dans du miUeu RPMI (qsp 50 ml). Les cellules sont compt6es, puis 
une nouvelle centrifugation est r^alisee k 400 g environ (k 20*^0). Le sumageant 
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est a nouveau elimine, et le culot mis en suspension dans du serum de veau foetal 
de maniere a avoir une concentration cellulaire finale de 500 millions cellules/ml 
environ. Les cellules sent comptees et la concentration cellulaire est ajust6e k 300 
millions cellules/ml environ avec du serum de veau fo&tal. Les suspensions 
5 cellulaires sont generalement placees sur la glace ( k A^'C). Les CMN peuvent 
etre congelees dans ime solution de congelation a 5 a 15 % de DMSO (dans de 
Talbumine humaine 4 %, ou du SVF), ou directement mises en culture. 

Congelation des cellxdes 

Pour optimiser les paramdtres de la congelation, les cellules suspendues dans de 
10 Talbumine humaine ^ 4 % ou du SVF sont dilu6es volume k volume dans la 
solution de congelation r6fiig6r6e C20 % de DMSO et 4% d'albumine humaine 
ou SVF). Le tube contenant la suspension cellulaire est agite pendant toute la 
duree de Toperation et repose avantageusement sur un bac refirigere ou sur de la 
glace pilee. Le melange, homogeneis^, est reparti dans des cryotubes de L8 ml (1 
15 ml/tube), qui sont ranges dans ime boite de congelation, et placees k - 80^C. Les 
cryotubes sont ensuite transfer's et stock's dans ime cuve d'azote (au nainimum 
4 heures plus tard). 

Les CMN et les PBMC sont rapidement decongel'es (par immersion au bain- 
20 Marie k 37°C), puis transferees dans des tubes de 15 ml contenant 12 ml de 
milieu RPMI. Les cellules sont lav6es en milieu RPMI-10 % SVF pour 61iminer 
le DMSO. La mmi6ration cellulaire est effectuee au « Coulter » (sur 3 
pr616vements diff6rents pour une mSme condition et poxir un m6me donneur). 

25 Mise en culture dans des jflasques et des poches (le ioxir de Tisolement) 

Le nombre de CMN ensemenc^es dans les differents contenants (ou dispositifs 
de culture) a ete choisi de manidre proportionnelle au rapport « nombre de 
lymphocytes/ surface d^un pvdts » utilise lors des cultures en plaque 24 puits-, soit 
1.10^ cellules/ 1 ,9 cm^ environ (voir Tableau 4). 
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Les cellules mononuclees de chaque donneur sont mises en culture dans les 
contenants sous un ni6me volume et un mdme nombre de cellules au depart, soit 
100 millions de ceUules par contenant, dans 50 ml de milieu de culture KPMI / 
10 % SVF / 3 KiM BrHPP, 120 Ul/ml JL-2 (soit ime concentration cellulaire 
initiale de 2 million/ml). Le m§me miHeu contenant 360 Ul/ml d'IL2 est ajoute 
au cours de la culture conmie cela est indiqu6 pour chaque manipulation. 

Mise en culture dans des olaaues 24 ouits (apr es d6cong61ation') 

Les PBMC et les CMN sont mise en culture dans des plaques 24 puits k raison de 

1 milUon de cellules par puits dans 1.5 ml de milieu de culture RPMI / 10 % SVF 

/ 3^M BrHPP / 120 Ul/ml IL-2 (soit une concentration cellulaire de 0.6 

million/ml) 

Maintien de la culture ; 
Les ceUules sont maintenues en culture k 31^0 en atmosphere humide et 
pr6sence de 5 % de C02 dans du milieu RPMI / 10 % SW / 360 Ul/ml IL-2. Le i, 
premier changement de miUeu intervient par ajout de miUeu k jour 4, puis 
r^guHdrement tous les 3 jours. Ainsi, la concentration en IL2 augmente au cours 
de la culture. 

Les cellules cultiv^ dans les plaques 24 puits sont transferees dans des flasques 
de 25 cm^' en position verticale loisque la density cellulaire devient superieure a 
3. 10* cellules/ml. 

Pour les cellules cultiv6es en flasque ou en poche, la density cellulaire est 
maintenue a 2. 10* cellules/ml en ajoutant du milieu de culture : Vmax = 150 ml. 
Sachant que le contenant ayant servi k la mise en culture des cellules est conserv6 
tout au long de la culture, lorsque le volume maximal est atteint, 11 faut proceder 
par elimination d'une partie des cellules pour maintenir la density cellulaire a 2. 
10** cellules/ml (et ajout de milieu frais). 



• 
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Comptage. phenotvpage (analyse par cvtom6trie en flux) 

Plusieurs comptages cellulaires et ph6notypages sont effectues au cours des 3 
semaines de culture, en particulier aux joins JIO, J15, J20. Les comptages et 
ph6notypages sont realis6s comme suit : 
5 - Comptage au Coulter de la totalite des cellules vivantes 

- Double marquage CD56/CD3 

- Triple marquage V52/CD3/CD69 . - 

- Contrdles isotypiques : IgGlk-FITC/R-PE/cyC 

- Acquisition des donn6es par cytometric en flux (TACScan-Becton Dickinson) 

10 

Des comptages pourront etre faits k d'autres temps, en cas d' expansion cellulaire 
forte afin de completer avec du milieu frais- 

Analyse fonctionnelle des cellules 

DifiKrents tests sont realises sur les cellules obtenues, afin de verifier leur 
15 caractere fonctionnel. Ces tests portent notamment sur I'activitd cytotoxique des 
cellules et sur leur production de TNF, 

. Test de cytotoxicite. Pour ce test, les cellules cibles sont marquees avec xm 
isotope ^^Cr (10 de ^^Cr / 1 million de cellules cibles en plaque 24 puits), puis 

20 incubees 1 heure a 3TC. Les cellules sont distribu6es (en double) k raison de 
3000 cellules / puits dans du RPMI/10 % SVF (50 iil), et la Uberation 
spontanee et maximale de ^^Cr sont determinees. Les cellules effectrices (y5T de 
rinvention) sont alors ajoutees (50 p.1 dans du RPMI/SVF 10 %) sxir chaque 
cible, selon les ratios Effecteur/Cible (E/T) suivants : 30/1, 3/1, 03/1, et incubees 

25 3 a 4 heures a 37^C. L'activite cytotoxique (la lyse des cellules cibles) est 
d6termin6e par mesure, sur 25 ^il de sumageant dans un compteur de plaque p, de 
la radioactivity liberee. 
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. Test de relargage de TNF. Les cellules sont lav6es deux fois en RPMI pms 
mises en culture daxis des plaques 96 puits en milieu RPMI, 10% FCS en 
presence de SjiM de BrHPP pendant 24 heures. Le TNF est dos6 dans le 
sumageant par le kit BeckmanCoulter Kit Immunotech, r6f&ence IM 11121. 

5 

IC - R^sultats 
Choix d'un milieu 

Les milieux suppl6mentes en s6rum humains sont consid^res comme les plxis 
fevorables pour ciiltiver les lynq)hocytes humains et notamment les cellules 
10 gamma 9 delta 2, notamment du fait que les facteuis de croissance s6rique ont 
souvent une sp6cificit6 d'espfece. Cependant de tels milieux sont tr^ difficiles a 
preparer et a utiliser en clinique, du fait du risque biologique et de la disponibilit6 
de quantit6 importante de sera humains. 

Nous avons done teiit6 de cultivCT ces cellules en milieu d'obtention plus facile. , 
15 Ces experiences ont €t€ men6es h petite 6chelle, en plaques 24 puits, h partir de 
sang total de trois diffdrents donneurs avec une stimulation initiale avec 
I'EpoxPP (voir mat^riels et m6thodes pour les conditions d'activation). Le taux 
et le nombre de lymphocytes T gamma delta sont suivis sur une culture de 30 
jours environ, par comptage et cytom6trie de flux. Les r6sultats d'un test de 
20 comparaison de proliferation en milieu RPMI suppl6mente soit en serum Ixuraain 
soit en SVF, ainsi que sur deux milieux synth6tiques (XVIVOlO et 15) sur trois 
donneurs sains sont rassembles dans le Tableau 5. 

De maniere suiprenante, le meilleur milieu pour la pousse des gamma 9 delta 2 
25 est le milieu RPMI supplements avec du SVF. Le milieu supplement6 en serum 
hiraiain foumit 6galement une amplification tr^s significative des cellules gamma 
9 delta 2, cependant celle-ci est plus limit6e et variable de donneur a donneur. De 
plus, au cours du temps, la puret6 et le nombre des cellules deviennent moins 
bonnes par rapport au milieu conq)iement6 en SVF. Les milieux synth6tiques 
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testes (sans serum) fouraissent xine amplification inferieure. II s*agit pourtant des 
raeilleurs milieux synthetiques pour la pousse des gamma 9 delta 2 (resultats 
d'un autre experience non montree). 

5 En conclusion, les cellules gamma delta ont un potentiel de proliferation a long 
terme tres important, dans un milieu favorable. Nous avons choisi le SVF poxir la 
suite car il donne des resultats trds interessants et reproductibles d'lm lot a T autre 
(resultats non montrfe). II est egalement disponible sous forme de lots irradies 
agre6s pour la manipulation de cellules a vis6e therapeutique, D'autres milieux 

10 pourraient vraisemblablement r6v61er le fort potentiel de pousse des cellules 
gamma delta, comme des milieux avec moins de serum, des combinaisons des 
meilleurs milieux synth6tiques avec des quantit6s faibles de serum, ou des 
combinaison de milieux synth6tiques» 



15 PBL versus cvtapherese 

L'objectif 6tant de produire ^ la £bi de la culture des quantites importantes de 
cellules gamma 9 delta 2, il est int6ressant de pouvoir disposer au d6part d'lme 
source de cellules en nombre important, eventuellement congelable, poiu: pouvoir 
disposer de banques de cellules. Une source possible est representee par les 

20 cellules mononuclees obtenues par cytaplierese. Toutefois, cette procedure p&ixt 
cependant alterer les cellules et empScher leur proliferation satisfaisante. Les 
cytaphereses contenant souvent de nombreux globules rouges, les CMN ont ete 
testees en proliferation, soit juste apres deplaquettisation soit apres 
deplaquettisation et traitement sur Ficoll (voir materiels et m6thodes). Nous 

25 avons done teste si des cellules de cytapherese pouvaient prolif^rer de maniere 
satisfaisante* Ce test a ete effectue tout d^abord a petite 6chelle (plaque 24 puits, 
voir materiel et methodes), et les resultats provenant de trois donneurs difF6rents 
sont compiles dans le Tableau 6, 
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On constate de mani^re surprenante que les cytaph6r^es ont 6galement un 
potential de proliferation tr^ important, meme s'il est inf^rieur h celui des 
PBMC provenant de sang total. Les CMN aprds ficoU foumissent par ailleurs une 
proliferation moins importante que les CMN non trait^es. Malgr6 la proliferation 
5 moins importante, et au vu des quantit^s de cellules n6cessaires au depart pour 
obtenir un grand nombre de cellules, nous avons tente d'effectuer une culture k 
plus grande echelle k partir de CMN firaiches non ficoUees. 

Nous avons done effectue un essai de proliferation k partir de CMN fraJches 
10 provenant de donneur sains (DlOO, D119, D127). Nous avons teste differents 
contenants de cultures (voir materiel et methode). La culture est initiee avec 100 
millions de cellules provenant de CMN k raison de 2 millions de cellules par ml 
(volume total Initial 50 ml). La stimulation est effectuee avec BrHPP k 3 p,M. Un- 
ajout de 50 ml de milieu firais (contenant 350 U/ml d'IL2) est effectue aux jours 4 
15 et 7. A partir de jour 10, les cellules sont analysees et compt6es, et ramenees k 2- 
millions de cellules par ml. Wles sont ensuite diluees tons les trois jours de fa^on. 
k ramener la concentration cellulaire 2 milUons de cellules par ml. • 
Les resultats obtenus sont compiles dans le Tableau 7. 

Ces resultats montrent que, dans les conditions de Tinvention, des valeurs de 100 
millions de cellules gamma 9 delta 2 avec plus de 80% de purete sont atteintes 
dfes JIO pour certains donneurs dans certains contenants (DlOO et Dl 19 dans les 
poches NEXELL par exemple). Ces resultats demontrent I'efiRcacite des 
methodes de I'invention dans la production de cellules y5T fonctionnelles en 
qualite pharmaceutique. 

EXEMPLE H : Etude de la concentration de maintien des cellules apres 
jour 10 

30 
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IIA - Expansion des cellules gamma 9 delta 2 

Una nouvelle experience, basee sur le protocole pr6c6dent, a 6t6 effectu6e avec 
des CMN de trois nouveaux donneurs (D623, D762, D71 1). Les mat^riels et 
m6fhodes sont identiques k Texemple I sauf quand les conditions sont precisees. 

5 Les conditions de depart de la culture sont identiques. On effectue un ajout de 50 
ml de milieu a jour 4 et a jour 7. A jour 10, les cellules sont analys6es et 
compt6es. La culture est r6alisee en triplicate jusqu'^i jour 10 (3 cultures 
identiques par donneur). On ramdne alors la concentration cellulaire k 3 
concentrations (0.2, 0.5 et 1 million de cellules par ml, chaque concentration 

10 provenant d'un des trois triplicats), en vue d'^tudier I'effet du parametre 
concentration cellulaire. Les cultures sont ensuite analysees tous les trois jours, et 
la concentration est ramenee a la concentration de jour 10 quand les cellules 
depassent la concentration de 2 millions de cellules par ml. 
Les rfeultats sont compiles dans le Tableau 8. 

15 

On constate que les rendements et les puret^s des cellules sont trts sup6rieurs 
apres jour 10 a ceux obtenus dans I'exemple I. La concentration cellulaire est 
done un facteur important dans la conduite de la culture k partir de cette date. 
Nous d^couvrons ainsi que le potentiel de proliferation des cellules gamma delta 
20 est excellent Partant de 1 k 4 millions de cellules gamma delta au depart on 
obtient de 1 1 a 13 milliards de cellules ^ jour 21 de puret6 sup^riefure k 90%. On 
pent noter de mani^re importante que le nombre de cellules obtenues ne semble 
pas dependre du nombre de cellules gamma delta initial. 

25 IIB - Fonctionnalite des cellules obtenues 

Les cellules gamma 9 delta 2 naturelles produisait, aprfes stimulation, des 
cytoldnes comme le TNF (« tumor necrosis factor ») et sont cytotoxiques vis-^- 
vis de nombreuses cellules cancereuses, Notamment, les cellules gamma 9 delta 
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2 sont connues pour lyser sp6cifiquement la lignee Daudi (myelome), et non la 
lignee RATI. 

La fonctiomialit^ des cellules obtenues par le precede de culture cellulaire de 
rinventioa a 6t6 testee suivant deux parametres : la capacity de cytotoxicity vis- 
5 k'Vis d'une lignee tumorale de carcinome renal (Lign6e 786-0, ATCC, r6f6rence 
CRL-1932) et d'une lignee de my^lome (les cellules RAJI servant de contrdle 
n6gatif), 

Les resultats d'un test de cytotoxicite avec les cellules obtenues par le procede 
(test du maintien de la concentration cellulaire a 0.2, 0.5, 1 millions de cellules 
10 par ml, voir plus haut) k jour 23, vis-i-vis de ces trois.lignees sont compiles dans 
le Tableau 9. 

On constate que les cellules obtenues par le proc6de sont effectivement 
cs^totoxiques vis-i-vis des lignees de carcinome renal et Daudi et, coimne, 
15 attendu, ne pr6sentent pas de cytotoxicite significative vis-a-vis de la lignee 
RAJI. Nous montrons par ailleurs que les cellules sont cytotoxiques vis-§t-vis d^ 
la lign6e de carcinome r6nal 786-0. 

EXEMPLE III : Etude de la proliferation de ceMmles de CMN congelees. 

20 

Une manifere particuliferement pratique de mettre en ceuvre le procede serait de 
pouvoir partir de cellules congel6es. En effet une cytaph6rdse pent foumir de 2 a 
4 milliards de cellules qu'il serait int6ressant de pouvoir aliquoter et congeler 
pour pouvoir effectuer plusieurs cultures k partir de la meme cytapMrese. 
25 La congelation des cellules pent cependant alterer fortement leur viabilite et leur 
capacite de pousse apres decongelation. 

Les trois CMN obtenues pour les experiences de I'exemple II ont 6t6 congel6es 
en 10% DMSO, HSA 4%. Une nouvelle expansion a 6t6 effectu6e h partir de ce 
materiel congel6 (mSme protocole que pour I'exemple II. 
30 Les resultats de Texpansion sont compiles dans le Tableau 10. 
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On constate que les cellules congel6es peuvent egalement g6aerer des nombres 
importants de cellules de trds bonne puret6. 

5 La fonctionnalit6 des cellules ftaiches par rapport aux cellules congel6es a par 
ailleurs 6t6 6valu6e en parallMe sur cellules obtenues a partir de cellules fraiches 
et k partir de cellules congelees. Deux tests ont 6t6 effectu6s : le test de 
cytotoxicit6 et le test de relargage de TNF. 

Les r6sultats du test de cytotoxidte realis6 en paralldle sur les cellules firaiches et 
10 les cellules congel6es a jour 21 sont compiles dans le Tableau 1 1 . 

Les rdsultats du test de relargage de TNF r6alis6 en parallele sur les cellules 
fraiches et sur cellules congel6es ^ jour 21 sont compil6s dans le Tableau 12. 

15 On constate que les cellules provenant de cellules congelees ne sont pas 
significativement difiKientes d*un point de vue fonctionnel par rapport aux 
cellules provenant de cellules fraiches. Differents milieux de congelation 
pourraient am^liorer le rendement en cellules. 

20 EXEMPLE IV ; Formolation des cellules pour une preparation injectable. 

En vue de Tinjection chez I'homme, le SVF doit 8tre 61imin6 et les cellules 
reprises dans un tampon phaimaceutiquement acceptable. Le milieu HSA k 4% a 
6te teste. 

25 Une nouvelle expansion a 6te effectuee k partir d'une nouvelle cytapherdse 
congel6e. 6 conditions de congelation ont et6 testees : 

Deux milieux de congelation : 10% DMSO dans une solution de HSA k 4%, 
7.5% DMSO dans du SVF. 

Ces deux milieux ont ete testes avec trois concentrations cellulaires 25, 50, 150 
30 millions de cellules par ml- 



1 oi d^psji 

35 

Le protocole d' expansion est le mSme que dans Texemple 11, sauf que les 
cellules sont maintenues a 0.5 million de cellules par ml a partir de Jour 7. 
Les r6sultats de I'expansion sont compile dans le Tableau 13. 
On constate pen de difffe-ence entre ces diff6rentes conditions de congelation, 
5 avec una 16g^re amelioration pour le milieu de congelation SW k 7.5% DMSO. 
La preparation cellulaire issue de la condition 150 million de cellules par ml en 
SVF, 7.5% DMSO a 6t6 formul6e enHSA 4%. 

Le volimie des compositions peut Stre r6duit h. Taide du « QytoMate®», puis les 
10 cellules sont conditionn6es en Albumine Humaine 4 %. Pour cela, le culot est 

remis en suspension dans 100 k 200 ml d' albumine humaine 4 % , de manifere h. 

obtenir une suspension cellulaire dont la concentration est comprise entre 10 et 

100 millions cellules/ml. Une numeration et une mesure de la viabilit6 de? 

cellules sont r6alisees, puis les cellules sont conserv6es dans une poche h 5°C + 
15 3, afin de tester la stabilite de la pr^aration. 

Le produit cellulaire formule a ete teste pour sa viabilit6 (comptage sur cellule de 
malassez au bleu trypan) aux temps 2 h, 4h, 8h, 22h aprds formulation. Le 
produit cellulaire est k plus de 80% de cellules viables jusqu'^ au moins 22h 
20 aprds formulation. 

Le produit cellulaire formuie a ete teste en fonctionnalite par le test de relargage 
TNF k di£f6rents temps pour evaluer la stabilite de la preparation cellulaire 
formulee. 

Les resultats sont compiles dans le Tableau 14. 
25 On constate que les cellules formuiees sont toujours capables de produire du 
TNF sous stimulation BrHPP, mgme 22h apr^s formulation. D' autre part, on ne 
constate pas de difference significative de la production de TNF jusqu*i 8 h aprds 
formulation. 




Tableau 1 



Societe 


Certification 


cGMP 


FDA 


Milieu 


References 


Bio Media 


ISO 9001 
ISO 9002 
EN 46002 


EPF 


E-DMF 


Prolifix S3 


PR0LIS3 
20123431 


Prolifix S6 


PR0LIS6 
20123456 


Ampicells 
X3 


AMPICLX3 
20123698 


Bio Whittaker 
(GEBCO) 




+ 


+ 


X-VIVO 10 


US04-380Q 


X-VIVO 15 


US04-418Q 


(Life 

Technologies) 
Invitrogen 


ISO 9001 




+ 


AIMV 
Qualit6 
pharma 


087.01 12D 
K 


Sigma 








Medium I 


G-0916 


Medium II 


G-0791 


Stem Cell 




+ 




Stem Span 
H2000 


09700 



Tableau 2 





Fournisseur 


Ref. 


Surface 
(cm^) 


volume 
min. 


volume 

max. 


Poches de culture 
Lifecell PL732 300 
ml 


Nexell-Baxter 


R4R2111 


180 


50 ml 


150 ml 


Nutripoches 
EVAM 
500 ml 


STEDEM 


FR0501S 
TD 


200 


/ 


/ 


Poches de 250 ml 
(Vue Life 255 
Culture Bags) 


CellGenix 


2P-0255 


262 


/ 


/ 


Flacons de culture 
NUNC 600 ml, col 
droit 


POLY 


056968 


185 


/ 


/ 




Tableau 3 





Fournisseiar 


Reference 


Dilution 
finale 


hu-CD3-FITC / hu-CD56-PE 


Immunotech 


IM2075 


1/5 


hu-V62-FITC 


Iiniminotech 


IM1464 


1/5 


hu-CD3-PE 


Immunotech 


IM1282 


1/5 


hu-CD69-PC5 


Immtmotech 


IM2656 


1/10 


Mouse IgGl,k-FrrC 


BD 


33814X 


1/10 


Mouse IgGl,k-R-PE 


BD 


33815X 


1/10 


Mouse IgGl,k-CyC 


Pharmingen 


71148L 


1/10 



Tableau 4 



Contenant 


Surface 


Densite d'ensemencement 
tliSorique (proportioimelle 
aux plaques 24 puits) 


Nombre effectif de 
CMN 
ensemenc6es 


Puits (plaque 24 
puits) 


1.9 cm^ 


1. 10° 


/ 


Poches de culture 
Lifecell 300 ml 
(NEXELL) 


180 cm^' 


90. 10° 


100. 10^ 


Nutripoches 
EVAM 500 ml 
(STEDIM) 


200 cm^ 


lOO. 10° 


Poches de 250 ml 
Vue Life (CeU 
Genix) 


262 cm^ 


140. 10° 


Flacons de culture 
NUNC 600 ml 


185 cm^ 


100. 10° 
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Tableau 7 

% Vd2 en CULTURE TOTAL LYMPH05 Vd2 S PECIHQLIE 

(mHllons) {mllllais) 



3 10 


D100 


D119 


Di27 


DlOO 


D119 


D127 


DlOO 


D119 


D127 


FLASK 




/9,U& 


2/,91 


leo.b 


2(j5,b2 


2bb,22 


104 


2U8 


/4 


STEDIM 


72,81 


79,81 


61,49 


174 


307,47 


340,2 


127 


245 


209 


CELLGENDC 


79,97 


85,25 


58,89 


257,87 


451,52 


363 


206 


385 


214 


NEXELL 


80,14 


84,52 


73,06 


262,26 


398,75 


382,11 


210 


337 


279 


J14 


DlOO 


D1I9 


D127 


DlOO 


D119 


D127 


DlOO 


D119 


D127 


FLASK 


84,94 


90,84 


90,27 


274,99 


431,68 


313,5 


234 


421 


308 


STEDIM 


83,78 


51,62 


81,3 


281,88 


385,9 


340,3 


236 


199 


277 


CELLGENDC 


87,86 


84,63 


1.57 


405 


513,04 


408 


356 


434 


6 


NEXELL 


35,64 


57,62 


31,85 


420 


502.35 


439.9 


150 


289 


140 


]20 


D100 


D119 


D127 


DlOO 


D119 


D127 


DIM) 


D119 


D127 


FLASK 


71 


5,8 


0,57 


430 


533.4 


456 


305 


31 


3 


STEDIM 


81,38 


31,11 


3,85 


351 


511,7 


420 


286 


159 


16 


CELLGENDC 


75,13 


78,43 


7,01 


580.8 


699,2 


591,6 


436 


548 


41 


NEXELL 


84,14 


78,83 


20.62 


607.20 


741.00 


396,50 


511 


584 


82 



Tableau 8 

% Vdl at CULTURE TOTAL LYMPHOS Vd2 SPECIFIQPE 

(nrdllions) (nrtflilons) 



JO 


0 623 


D762 


D711 


D625 


D762 


D71I 


D623 D 762 D 711 


inraai 


2,1/ 


5,ti1 


1,01 


100 


10U 


100 


2,1/ 5,b'1 1,01 


J 10 


D623 


D762 


D711 


D623 


D762 


D711 


D6Z3 D 762 D 711 


(d-iplicates) 














494 539 550 


I 


91,28 


92,05 


89,45 


541 


586 


615 


11 


91,48 


91,76 


89,43 


552 


562 


604 


505 516 540 


lU 


91,85 


91,79 


90,11 


579 


576 


625 


532 557 609 


J15 


D623 


D762 


D711 


D623 


D762 


D711 


D623 D 762 D 711 










Milliard 




Milliard 


0^2miilioii/iiil 


97,75 


95,55 


95,1 


2,869 


1,525 


2,127 


2,80 1,46 2,02 


0,5 millicHi/ml 


97,54 


97,09 


96,21 


3,047 


2,341 


2,759 


2,97 2,27 2,65 


1,5 millioii/ml 


96,87 


95,96 


95,57 


1,552 


1,376 


1,576 


1,50 1,32 1,51 


J21 


D623 


D762 


D711 


D62J 


D762 


D711 


D623 D 762 D 711 



0,2miIIf(m/m[ 97,8 
0,5 million/ml 98,23 
1,5 millira/ml 97,79 



94 94,2 
94,69 95.88 
96,52 96,67 



7,699 5,761 5,553 
13,43 11,16 11,76 
4,926 3,879 4,92 



7,53 5,42 5,23 
13,19 10,56 11,28 
4,82 3,74 4,76 



1 



Tableau 9 





Resultats de cytotoxicit§ en % de lyse sp§cifique sur3 lignees | 


Donneur 

Concentration de maintien 


D 711 [D 71 (D 711 
at 0,2 |at0,5latl,5l 


D 76 
at 0,2 


D 762 
ators- 


D 762 
aU,5"" 


D623 


^D623 
ators 


D623 J 
ali;5 " 


Cfble 




















786-0 1 




















RATIO 0,3/1 


15.93 
"42.98 


15.8 


4.12 


16.2 


17.3. 
61 


10.09 
■ 54.02 


4.28 


5.618 


4.692 


RATIO 3/1 ^ 


32.7 


32.7 


48.61 


33.5 


18.17 


18.63: 


RATIO 30/L 1 65.38 


54 


34.4 


83.1 


68j 


[65.25 


46.7 


61.04 


41.7 


i 
















RAJI iD711 


D71 


D 711 


D 76 


D 762i 


JD762 i 


[Di623 


D623 


D623 


j at 0.2 


at 0,5 


at 1,5 


at0,2i 


at 0.5 

' 3792 


at 1.5 


at0,2 


atO,5 


at 1,5 


RATIO 03A \ 6.826 


13.3 


10.6 


7.811 


^ 8.8i4 


5.73 


3,863 


13.71 


RATIO 3A 


55.64 


8.28 


5.73 


14.4 


19.1 


11.69 


6.32 


6.943 


10.59 


RATIO 30/L 


15.32^ 


14.1 


11.3 


15.6 


^13.2 


16.83 


14.2 


16.88 


16.88j 


















DAUDl 


D 711 


D71 


D 711 


D 76 


D 762 


D 762 


0623^ 


D623 


D623 


i 


at 0,2 


at 0,5 


atl^ 


at0,2 
54.8 


at 0,5 


at 1,5 


at 0,21 at 0,5 


atl,5 ' 


1 RATIO O^A 


43.87 


49 .9 J 47.3 


59.5 


r49.97 


^ 29,1; 46.52 


53.09 


[RATIO 3/1 


! 59.51 


54.7 55.5 


64.61 


67,1, 


58.97 


56,1; 61.27 


58.63] 


!RAtl0 30/L I 60.39 


56.1! 53.7 


68.9 


60,1 


60.02 


60^3} 58.29 


62.42; 



Tableau 14 



pg/ml de TgsiF alpha produits par 25 000 cellules 




r moyenne de triplicats 








: [ . 
















temps 






- TV^fi 












[ HSA 4% 




MSA 4% " 


: HSA 4% 






stimulation 


f ssoeff 




3591624 


__j gg^^^ 


i 




WlTFTBrHPP" 


z:;.BP~:.': 










- TTCfErHPF" 






r- 
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Tableau 10 



%Vd2en CULTURE 

D623 D 762 D 711 

JO 2,17 3,61 1,01 
J 11 94.82 92,4 92,13 
J17 97.27 88,02 94.18 



TOTAL LYWIPHOS 
(milliards) 
D623 D 762 D 711 

0,100 0,100 0,100 
0.623 0,609 0,579 
1,196 0.657 1,125 



SPECIFIC Vd2 
(milliards) 
D623 D762 D711 

0,0022 0,0036 0,0010 
0,590 0,563 0,533 
1,1633 0,5783 1.0595 



Tableau 11 

Cytotoxicity de cellules obtenues k partir de CMN congelSes ou fraTches 

sur la iign^e mRCC 



786-0 D711 D711 D762 D762 D623 D623 contol -i- control - 

fraiche oongel fraiche congel fralche congei G12 A4,5 

RATIO 0,3/1 5,06495 4,6827 5,256 11.671 7,2152 9.85516 0,7645214 1,1945647 

RATIO 3/1 21,765 26,257 25.25 24,011 29,183 33,2089 6,163954 3,0103031 

RATIO 30/1 49.9806 59,513 73,59 86.033 52,812 57,5541 38,512767 7,7407795 



Tableau 12 



stimul. BrHPP 
Sans BrHPP 



Production de TNF alpha en pg/ml sur 25 000 cellules 



D711 
fraiche 
903,3 
<20 



congel 
1336.16 
<20 



D762 
fraiche 
782,08 

<20 



congel 
973,7 
<20 



D623 
fraiche 
1332,7 
<20 



congel 
1442.36 
<20 



43 



o S p? 

l> si- ^ to 



If) 



1 



S5 i^iCr 



Cu 



CM 

o O 



CO *~1 



C> 



CO 

CD 




ffl si- "-1 

n «i S ^- 



« a {i 

g ^ 



ffl ro -sj- 



I 



s 



44 

REVENDICATIONS 



1. Proc6de de preparation dhrne composition de lymphocytes yST, comprenant au 
moins une etape de culture d'une preparation biologique comprenant au moins 50 

5 millions de cellules mono-nucl6ees en presence dHm compose activateur 
synthetique des lymphocytes y5T a Tinitiation de la culture, suivie tfune culture 
en presence d'une cytokine. 

2. Precede selon la revendication 1, caracterise en ce que la preparation 
10 biologique est un echantillon de sang, de plasma ou de serum. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la preparation 
biologique est ime cytapherese. 

15 4. Procede selon Tune des revendications 1 k 3, caract6rise en ce que la 
preparation biologique comprendplus de 10.10^7 cellules. 

5. Procede selon Time des revendications 1 a 4-, caracterise en ce que la 
preparation biologique a €t6 pr6alablement congel6e. 

20 

6, Proc6de selon Tune des revendications I k5, caract6rise en ce que les cellules 
sont maintenues pendant la culture k une densite inferieure k environ 5.10^6 
cellules/ml. 



25 



7. Proc6d6 selon Tame des revendications 1 a 6, caracterise en ce que les cellules 
sont cultiv6es pendant une peiiode de temps sup6rieure ou 6gale k environ 10 
jours, de preference entre 10 et 25 jours. 



REVENDICATIONS 

1, Proc6d6 de preparation d'lme composition de lymphocytes yST, comprenant au 
moins une 6tape de culture d'une preparation biologique comprenant au moins 50 

5 millions de cellules nnono-nucl66es en presence d\m compos6 activateur 
synthetique des lymphocytes y5T a Tinitiation de la culture, suivie d'une culture 
en presence d'une cytokine. 

2, Proc6de selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la preparation 
10 biologique est un 6chantillon de sang, de plasma ou de s6rum. 

3, Proc6d6 selon la revendication 2, caracterise en ce que la preparation 
biologique est issue d'une cytapherese. 

15 4. Proc^de selon Tune des revendications 1 a 3, caract6ris6 en Q.e que la 
preparation biologique comprend plus de 1 0. 10^7 cellules. 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caract6ris6 en ce que la 
preparation biologique a 6t6 prealablement congelee. 

20 

6- Proc6de selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que les cellules 
sont maintenues pendant la culture a une density inf6rieure k environ 5.10 6 
cellules/mL 

25 7, Procede selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que les cellules 
sont cultiv6es pendant une periode de temps superieure ou egale a environ 1 0 
jours, de preference entre 10 et 25 jours. 
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8. Procedd selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise en 
ce que le compose activateur synth6tique des lymphocytes y6T est un ligand du 
r^cepteur T des lymphocytes y5T. 



5 9. Proc6de selon la revendication 8, caracterise en ce que le compose activateur 
synth6tique des lymphocytes yST est choisi parmi les composes 
phosphohalohydrines, les composes phosplio6poxydes . et les . composes 
biphosphonates. 

10 10. Proc6d6 selon la revendication 9, caracteris6 en ce que le compose activateur 
synfh6tique des lymphocytes y5T est choisi parmi les composes suivants : 
3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-diphosphate(BrHPP) 
3-(iodom6thyl)-3-butanoH-yl-diphosphate(IHPP) 
3-(chloroin6thyl)-3-butanol-l-yl-diphosphate(ClHPP) 

15 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-triphosphate (BrHPPP) 
3-(iodomethyl)-3-butanol-l-yl-triphosphate(IHPPP) 
a,y-di-[3-(bromom6thyl>3-butanol-l-yl]-triphosphate(diBrHTP) 
a,y-di-[3-(iodom6thyl)-3-butanol-l-yl]-triphosphate(diIHTP) 
3,4,-epoxy-3-m6lhyl- I-butyl-diphosphate (Epox-PP) 

20 3,4,-6poxy-3-in6thyl-l-butyl-triphosphate (Epox-PPP) 

a,y-di-3,4,-epoxy-3-methyl-l-butyl-triphosphate (di-Epox-TP) 

11. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, caract6ris6 
en ce que la cytokine est choisie parmi rinteileukine-2 et rintexleukine-lS. 

25 

12. Proc6d6 selon I'une quelconque des revendications pr6cedentes, caracterise 
en ce que la cytokine est utilis6e h une dose comprise environ 150 U/ml et 
environ 500 U/ml. 



25 
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13. Precede selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que la composition obtenue presente les specifications suivantes : 

- elle comprend plus de 80% de cellules y8T, et 

- elle comprend plus de 100 millions de cellules y5T viables et 
5 fonctioxmelles. 

14. Procede de pr6paration d'une composition cellulaire comprenant des 
lymphocytes y5T fonctionnels, caract6ris6 en ce quMl comprend au moins : 

. la culture de cellules provenant d'une cytaph&ese en presence d'un compos6 
10 activateur syntbietique des lymphocytes y5T et d'vme cytokine choisie parmi 
rinterleukine-2 et rinterleukine-lS, ladite culture etant realisee dans des 
conditions assurant le maintien d'une densite cellulaire essentiellement inf^rieure 
a 5.10^6 cellules/ml, et 

• la recup6ration des cellules obtenues ou d'une partie d'entre elles, ces cellules 
15 comprenant des lymphocytes y6T fonctionnels. 

15. Proc6de de preparation d'xme composition pharmaceutique a baise de 
lymphocytes y8T, le procede comprenant : 

. la culture de cellules selon le proc6d6 d^crit dans Tune des revendications 1 k 
20 14, 

. la recuperation des cellules obtenues ou d'lme partie d'entre elles, ces cellules 
comprenant des lymphocytes y6T fonctionnels, et 

. le conditionnement des cellules dans un v6hicule ou excipient acceptable sur le 
plan pharmaceutique. 



16. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
population de cellules composee a plus de 80% de lymphocytes y5T fonctioimels 
et comprenant plus de 100 millions de lymphocytes y6T. 
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17. Composition selon la revendication 16, caracterisee en ce qu'elle comprend 
en outre de la seiinn-albuniine humaine* 



18. Composition selon la revendication 16 ou 17, caract6risee en ce qu'elle 
5 comprend en outre une cytokine choisie de preference parmi IL-2 et IL-15, en 

vue d'une utilisation simultanee, s6paree ou espacee dans le temps. 

19. Culture de cellules sanguines in vitro ou ex vivo, caract6ris6e en ce qu'elle 
coniprend au moins 80% de lymphocytes yST fonctionnels et plus de 100 

10 millions de lymphocytes y5T, 

20. Utilisation d'une culture de cellules selon la revendication 19 pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee k la stimulation des 
defenses immunitaires d'un sujet, notamment au traitement de maladies 

15 infectieuses ou parasitaires ou de cancers. 
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